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acquisizioni suggeriscono che la composizione delle comunità microbiche delle vie respiratorie
possa assumere un ruolo nella patogenesi della patologia. Gli obbiettivi del presente lavoro
sono stati di caratterizzare il microbioma delle prime vie aree di vitelli di razza Piemontese e
identificare eventuali associazioni fra questo e reperti ottenuti mediante esame ecografico
polmonare. Su ogni animale è stata svolta una visita clinica, un esame ecografico ed è stato
effettuato il tampone nasale. I vitelli sono stati monitorati in 3 tempi sperimentali: a 0, 7 e 21
giorni. Sono stati inclusi 11 vitelli (7 mostravano lesioni ecografiche). Previa estrazione del DNA
dai campioni, la regione V3-V4 del gene 16S rRNA è stata amplificata e sequenziata.
Complessivamente sono state ottenute un totale 525.190 sequenze, 4.232 OTU, 29 phyla e 304
generi. I phyla riscontrati con maggior abbondanza erano: Proteobacteria (36,15%), Tenericutes
(27,74%), Firmicutes (18,37%), Bacteriodetes (10,03%) e Actinobacteria (6,28%). I 2 generi
maggiormente rappresentati erano Mycoplasma e Moraxella. Nessuna differenza
statisticamente significativa è stata riscontrata a livello di struttura delle comunità microbiche nei
due gruppi di animali (p=0.52). I risultati preliminari di questo studio suggeriscono che il
microbioma delle prime vie aree sia rappresentato da una grande quantità di diverse
popolazioni microbiche e che esse siano influenzate dall’ambiente esterno. Ulteriori studi sul
microbioma polmonare del bovino sono necessari al fine di meglio comprendere il ruolo delle
diverse comunità batteriche nello sviluppo della BRD. Parole chiave: bovino, BRD, ecografia
toracica, metagenomica, microbioma
Introduzione
 
La Piemontese è una razza di bovini da carne diffusa prevalentemente nella regione Piemonte,
di particolare pregio economico. Il ciclo produttivo prevede che i vitelli vengano svezzati a 4-6
mesi di età per essere macellati a 16-18 mesi. Considerando l’elevata morbilità, il complesso
della patologia respiratoria bovina (BRD) rappresenta un’importante problematica sanitaria 
nell’allevamento dei bovini da carne (11). Si tratta di una patologia multifattoriale, che origina
dall’interazione di fattori immunitari e gestionali con microorganismi patogeni (virus e batteri)
(25, 27). Essa è causa di ingenti perdite economiche in relazione al costo della terapia e alla
riduzione dell’incremento ponderale (7, 28). Il solo esame clinico presenta una scarsa
accuratezza nella diagnosi della patologia, in quanto frequentemente animali non sintomatici
presentano lesioni polmonari (5, 6, 30). Per questa ragione, negli ultimi decenni è stata
proposta l’ecografia toracica come possibile ausilio nella diagnosi di BRD. Tale indagine
collaterale, infatti, può rappresentare un metodo pratico ed accurato per la valutazione delle
lesioni polmonari (5, 6, 23, 24).
Oltre alla diagnosi clinica, anche l’identificazione dell’agente patogeno assume una notevole
importanza nel controllo della patologia (12). Mediante i metodi culturali standard, i principali
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batteri isolati in corso di BRD sono rappresentati da Pasteurella multocida, Mannheimia
haemolytica, Histophilus somni e Mycoplasma spp (13, 21). Questi microorganismi possono
tuttavia rappresentare parte della flora batterica delle vie respiratorie di animali clinicamente
sani (2,14). Attraverso nuove tecniche di biologia molecolare (NGS = Next Generation
Sequencing), mediante il sequenziamento massivo del gene 16S rRNA (metabarcoding), è
stato possibile caratterizzare l’intero microbioma del tratto respiratorio dell’uomo (26). Questo
ha permesso di ipotizzare che tra i meccanismi patogenetici della polmonite umana possa
assumere notevole importanza un’alterazione dell’equilibrio tra ospite e microbioma del tratto
respiratorio (disbiosi) (10, 17). Anche in campo buiatrico si stanno diffondendo l’utilizzo delle
NGS nel tentativo di meglio comprendere il ruolo del microbioma respiratorio nella patogenesi
della BRD (16). Gli studi sinora condotti hanno caratterizzato il microbioma nasofaringeo di
bovini sani o con segni clinici di BRD (15, 19, 29). Non esistono attualmente studi volti a
caratterizzare il microbioma delle prime vie aeree di vitelli di razza Piemontese.
Lo scopo del presente lavoro è stato quello di applicare le NGS al fine di ottenere una
mappatura delle specie batteriche delle prime vie respiratorie di vitelli di razza Piemontese. Un
obbiettivo secondario di questo studio è stato quello di indagare eventuali variazioni del
microbioma in relazione ai reperti dell’ecografia polmonare.
Materiali e metodi
 
Il progetto è stato approvato dal comitato Bioetico e del Benessere Animale del Dipartimento di
Scienze Veterinarie dell’Università di Torino e per ogni vitello è stato chiesto all’allevatore di
firmare un consenso informato.
Lo studio è stato condotto tra settembre 2015 e marzo 2016, in allevamenti di bovini di razza
Piemontese. Sono stati inclusi vitelli nella fase post-svezzamento (5-6 mesi di vita), stabulati in
box multipli e non sottoposti a trattamenti farmacologici al momento della visita. Per ogni
animale è stata compilata una scheda clinica allestita ad hoc, per la registrazione dei reperti
relativi all’esame obbiettivo (generale e particolare) e all’esame ecografico. Su ogni soggetto
sono stati inoltre eseguiti dei tamponi nasali.
Durante la visita clinica, è stata prestata particolare attenzione ai segni clinici di patologia
respiratoria: scolo nasale, tosse e presenza di rumori anomali (sibili o rantoli) all’auscultazione.
  
L’esame ecografico (convex 2-5MHz; SonoSite MicroMaxx ®, SonoSite Inc.) è stato eseguito
fra il 10° e il 3° spazio intercostale di entrambi gli emitoraci, suddividendoli in 4 aree (cranio-
ventrale, cranio-dorsale, caudo-ventrale, caudo-dorsale). In base al tipo e alla gravità delle
lesioni ecografiche riscontrate, a ogni area è stato assegnato un punteggio da 0 a 3 (0: assenza
di lesioni, 1: presenza di “comet-tail arifacts”, 2: consolidamento lobulare, 3: consolidamento
lobare) (22). Il punteggio complessivo di ogni animale era dato dalla somma dei punteggi
ecografici assegnati a ciascuna delle aree scansionate. L’esame clinico e l’ecografia
polmonare sono stati nuovamente eseguiti dopo 7 e 21 giorni.
Il tampone nasale (DrySwab, 15 cm, Copan S.p.A.) è stato eseguito, previa accurata pulizia
delle narici, e stoccato a -80°C fino al momento della processazione. 
L’estrazione del DNA è stata effettuata utilizzando il DNAzol® reagent (Invitrogen) in accordo
con le istruzioni del produttore. Brevemente i tamponi nasali, subito dopo il prelievo, sono stati
immersi in 500 ml di DNAzol® reagent, omogenati ripetutamente ed incubati a 4°C per 18 h. In
seguito alla precipitazione del DNA mediante l’utilizzo di etanolo il pellet è stato sottoposto a 2
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lavaggi consecutivi. Il DNA è stato eluito in 30 ?l di acqua sterile RNAsi e DNAsi free. La
concentrazione di DNA presente in ogni campione è stata determinata mediante fluorimetria
(Qubit®, Invitrogen) e normalizzata a 5 ng/ml.
Per il sequenziamento è stata utilizzata la piattaforma MiSeq (Illumina) e le fasi di preparazione
dei campioni sono state svolte seguendo il protocollo suggerito dal produttore.
Con una prima PCR, la regione V3-V4 del gene 16S rRNA è stata amplificata utilizzando i
primer descritti da Klindworth et al. (18) e il KAPA HiFi HotStart ReadyMix PCR Kit (KAPA
Biosystems). Una seconda PCR (index PCR) è stata eseguita per legare agli ampliconi gli indici
campione-specifici (Nextera XT Index Kit, Illumina) e gli adattatori necessari per il legame dei
frammenti alla superficie della flow-cell. Dopo ogni PCR il prodotto di amplificazione è stato
purificato mediante biglie magnetiche (AMPure XP beads, Ambion). Le librerie di materiale
genetico ottenute sono state validate utilizzando il Bioanalyzer DNA 1000 chip (Agilent
Technologies), e quantificate mediante qPCR con NEBNext® Library Quant Kit for Illumina®
(New England BioLabs), per normalizzarle a 4nM, in modo da unirle per creare un pool con tutte
le librerie ugualmente rappresentate. Il pool è stato infine denaturato e quindi sequenziato
utilizzando il MiSeq v3 reagent kit (Illumina) sulla piattaforma MiSeq (Illumina) con
sequenziamento paired-end 2x300.
Bioinformatica e analisi statistica
Per ogni campione le read sono state filtrate per qualità, ripulite dalle sequenze dei primer e
successivamente appaiate utilizzando i programmi bbduk2 e bbmerge, presenti all’interno del
pacchetto BBMap (BBMap v. 36.28). Le sequenze sono state così categorizzate in Unità
Tassonomiche Operazionali (OTU), utilizzando le pipeline presenti nel pacchetto Quantitative
Insights Into Microbial Ecology (QIIME v. 1.9.0), basandosi sul 97% di identità con le sequenze
presenti sul database Greengenes, utilizzando l’algoritmo UCLUST.
I gruppi di sequenze con bassa abbondanza sono stati filtrati e le chimere sono state rimosse
utilizzando USEARCH. Per lo svolgimento delle analisi statistiche e il confronto tra i campioni è
stato utilizzato sempre QIIME. I risultati sono riportati come mediana, media, valore minimo
(min), valore massimo (max) e deviazione standard ove appropriato.
La variabilità intra-campione (a-diversità) è stata valutata utilizzando gli indici di Shannon,
Simpson e Chao1, previa rarefazione delle librerie ad una eguale profondità di 3.500 sequenze.
Al fine di indagare eventuali variazioni del microbioma in relazione ai reperti dell’ecografia
polmonare, gli animali sono stati suddivisi in 2 gruppi in base alla presenza/assenza di lesioni
ecografiche. Gli indici di Shannon, Simpson e Chao1 e le sequenze sono state analizzati
mediante ANOVA. La struttura delle comunità microbiche dei due gruppi è stata analizzata
mediante un analisi multivariata permutazionale della varianza (PERMANOVA). Per tutte le
analisi è stato considerato un livello di significatività 
Risultati
 
In totale sono stati inclusi 11 vitelli (7 maschi e 4 femmine), provenienti da 3 diversi allevamenti.
Ecograficamente sono state evidenziate lesioni polmonari in 7 vitelli (64%), di questi, 5 avevano
concomitanti segni clinici di BRD. In 4 casi le alterazioni erano bilaterali, mentre in 3 erano
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localizzate a livello di emitorace sinistro. La maggior parte delle lesioni (92%) era localizzata a
livello delle aree cranio-ventrali. La mediana del punteggio ecografico complessivo assegnato ai
diversi animali era di 2 (min. 1 – max. 6) il giorno dell’inclusione, di 4 (min. 1 – max. 7) dopo 7
giorni e di 5 (min. 2 – max. 9) dopo 21 giorni. Nessuno dei 4 vitelli senza lesioni polmonari ha
manifestato segni clinici di BRD durante lo studio. Due di questi hanno, però, sviluppato lesioni
polmonari, rappresentate da comet tail artifacts, durante i 21 giorni di osservazione.
Dagli 11 tamponi processati, previo controllo di qualità ed eliminazione di eventuali chimere,
sono state ottenute un totale di 525.190 sequenze. Da ogni campione è stato ottenuto un
numero medio di sequenze pari 44.774,55 (min. 3.929 – max. 167.212) con un numero totale di
OTU di 4.232.
L’analisi delle sequenze ha permesso di identificare un totale di 29 differenti phyla e 304 generi
(Fig. 1). Analizzando la distribuzione quantitativa dei phyla, la maggior parte dell’abbondanza
relativa (98,57%) era attribuibile ai seguenti 5 phyla: Proteobacteria (36,15%), Tenericutes
(27,74%), Firmicutes (18,37%), Bacteriodetes (10,03%) e Actinobacteria (6,28%). Nel phylum
dei Proteobacteria, il 46,73% era rappresentato dal genere Moraxella, mentre Pasteurella e 
Mannheimia rappresentavano il 2,58% e l’1,36%, rispettivamente. Il phylum Tenericutes era
rappresentato per il 98,24% dal genere Mycoplasma.
 Analizzando la distribuzione quantitativa dei generi, i maggiormente rappresentati erano 
Mycoplasma e Moraxella, seguiti, in termini di abbondanza relativa, da: Aggregatibacter,
Sphingomonas, Corynebacterium, Psychrobacter e Coprococcus. I restanti generi erano
presenti con una abbondanza relativa inferiore all’1% sul totale (Tab. 1).
Suddividendo la popolazione in base ai reperti dell’esame ecografico, nel gruppo degli animali
con lesioni il phylum maggiormente rappresentato era Proteobacteria (40,24%), mentre nel
gruppo di animali senza lesioni era Tenericutes (39,83%) (Fig. 2). 
Sulla totalità dei generi identificati, 195 (64%) erano comuni a entrambi i gruppi. Di questi, 12
generi avevano un’abbondanza relativa maggiore dell’1% in almeno uno dei due gruppi (Tab.
1).
Tabella 1: Distribuzione dei generi con la maggior abbondanza relativa sul totale dei vitelli e in
base alla presenza di lesioni ecografiche polmonari. Sono mostrati solo i generi che all’interno
di ogni gruppo rappresentavano più dell’1% delle sequenze.
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Tabella 2: Confronto tra le misure di a-diversità del microbioma in vitelli con e senza lesioni
ecografiche polmonari, riportate come media ± deviazione standard.Il confronto degli indici di
Shannon, Simpson e Chao1 riscontrati nei due gruppi non ha mostrato nessuna differenza
statisticamente significativa (Tab. 2).
Nessuna differenza della struttura delle popolazioni microbiche è stata riscontrata negli animali
con lesioni ecografiche se comparati con quelli senza (p=0,52).
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Discussione
 
In questo studio, è stata utilizzata per la prima volta una tecnica di sequenziamento massivo
del gene 16S rRNA al fine di il ottenere una mappatura dell’intero microbioma nasofaringeo di
vitelli di razza Piemontese. Grazie a tale metodica, è stato possibile identificare 4.232 OTU a
livello delle prime vie respiratorie. Questo risultato preliminare suggerisce che il microbioma
delle prime vie aree del vitello di razza Piemontese sia rappresentato da una grande quantità di
diverse microorganismi. Lo studio della composizione complessiva e della dinamica di una
estesa comunità batterica risulta difficilmente praticabile a mezzo dei comuni metodi basati
sull’approccio colturale (9). Il numero di phyla identificati nel presente studio risulta superiore ai
16 ottenuti da Timsit et al., campionando 30 bovini provenienti dallo stesso allevamento (29).
Holman et al., hanno invece identificato 22 diversi phyla da 10 bovini provenienti da aziende
differenti (15). L’analisi di questi dati, potrebbe suggerire che l’ambiente in cui vive l’animale
possa influenzare direttamente la composizione del microbioma delle alte vie respiratorie.  Le
prime vie aree sono infatti direttamente a contatto con l’ambiente esterno e la composizione del
microbioma nasofaringeo potrebbe essere in parte influenzata dall’ambiente in cui vive
l’animale.
In accordo con la letteratura (16, 19, 29), nel presente studio il microbioma nasofaringeo era
rappresentato principalmente da 5 phyla: Proteobacteria, Tenericutes, Firmicutes,
Bacteriodetes e Actinobacteria. Tale riscontro mostra delle similitudini con i risultati ottenuti in
medicina umana, dove sembrano prevalere Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria (8).
Il genere maggiormente riscontrato nel presente studio è stato Mycoplasma, presente in tutti i
campioni analizzati con un abbondanza relativa maggiore dell’1%. La letteratura evidenzia
come questo genere sia frequentemente riscontrato nel microbioma nasofaringeo del bovino
con alta abbondanza relativa (16, 19, 29). Infatti, si ipotizza che alcune specie appartenenti al
genere Mycoplasma siano commensali a livello di nasofaringe (14, 19, 21, 29). In particolare, i
risultati del presente studio, portano ad ipotizzare il genere Mycoplasma, sia ampiamente
diffuso nella regione Piemonte. 
I risultati del nostro studio confermano come il genere Moraxella, oltre ad essere isolato in corso
di cherato-congiuntivite infettiva bovina (IBK) (1), possa essere un importante componente della
flora microbica nasofaringea del bovino (16, 29). Recenti studi, inoltre, hanno ipotizzato che vi
sia una  correlazione tra la presenza di questo genere e la patologia respiratoria (19).
Per confrontare il microbioma dei vitelli con e senza lesioni ecografiche polmonari sono stati
utilizzati gli indici di Shannon, Simpson e Chao1. Questi indici permettono di valutare dal punto
di vista qualitativo e quantitativo le caratteristiche del microbioma a livello di singolo campione o
gruppo di campioni. Nel presente studio, questi indici, non differivano in maniera significativa fra
i due gruppi di animali.  Analogamente da quanto osservato da  Lima et su animali sani e affetti
da BRD, il microbioma delle prime vie aree sembrerebbe più influenzato dall’ambiente esterno
piuttosto che dal microbioma delle vie aree profonde (19).
La struttura delle comunità microbiche non differiva statisticamente tra i due gruppi di animali.
Seppur questo risultato sia in disaccordo con la letteratura (15, 19), va interpretato con cautela.
In relazione al ridotto numero di animali inclusi, infatti, non è stato possibile eseguire un’analisi
approfondita, tenendo in considerazione la gravità delle lesioni ecografiche osservate. Inoltre, il
riscontro di focolai di consolidamento polmonare non è necessariamente correlato alla presenza
di un focolaio attivo d’infezione (3). Infine, essendo stata riscontrata, in medicina umana (4,8),
una differenza tra il microbioma nasofaringeo e quello polmonare, si può ipotizzare che le basse
vie respiratorie siano la sede più opportuna per gli studi sul microbioma in corso di patologia.
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In conclusione, il sequenziamento massivo del gene 16S rRNA ha permesso di ottenere una
visione complessiva della struttura microbica delle prime vie aree in vitelli di razza Piemontese.
Il microbioma nasofaringeo sembrerebbe fortemente influenzato dall’ambiente esterno sia in
termini di numero sia in termini di distribuzione delle specie microbiche. I risultati preliminari
ottenuti con questo studio suggeriscono che la mappatura del microbioma polmonare possa
meglio definire il ruolo delle differenti popolazioni microbiche nella patogenesi della BRD.
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Fig. 1: Distribuzione dei phyla (A) e dei generi (B) con abbondanza relativa superiore all’1%
negli 11 vitelli campionati. 
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